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大 鼠 肝 细胞 核 纯化 、 染 色 质 分 部 
及 染色 质 非 组 蛋白 双向 凝 胶 电泳 分 析 
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摘 ”要 


本 文 使 用 改良 的 超 离 心 法 制备 了 大 鼠 肝 细胞 核 ， 和 通过 相差 显微镜 、 电 和 镜 、 
转录 活力 及 三 种 九 活 力 的 测定 ， 证 实 了 岂 得 细胞 核 较 纯 、 其 产 率 约 为 5 A E 
HEERKE CHAP) 柱 层 析 对 染色 质 分 部 ， 并 测定 了 各 分 部 的 兹 外 光谱 。 辣 
ee TR. RE, RERRBHS EASES 《UP)、 去 up 一 染色 质 (UC) 
和 HAP 柱 名 分 部 的 化 学 组 成 。 对 up 和 酷 抽 提 法 制 得 染色 质 紧密 结合 非 组 蛋白 
(NP) 分 别 进行 了 双向 凝 胺 电泳 图 谱 分 析 。 
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组 蛋白 在 基因 表达 调控 中 的 作用 已 引起 人 们 的 重视 。 
本 文 研究 了 细胞 核 的 纯化 、 染 色 质 非 组 蛋白 制备 和 分 部 及 各 分 部 的 化 学 组 成 分 析 和 


双向 凝 胶 电泳 分 析 等 。 这 对 基础 研究 将 会 有 助 于 真 述 生 物 基因 表达 的 调控 研究 。 


本 文 19B82 年 2 月 1 日 收 到 。 
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材料 与 方法 


1 .试剂 ， 

RMR (PMSF) (上 海 生化 所 附属 东风 试剂 厂 ) 。 苏 糖 醇 〈《DTT) (EH 
生化 所 附属 东风 试剂 厂 ) , BERRA (HAP) (本 实验 室 制备 ) 。 牛 血清 和 白 蛋 白 (经 
重 结晶 的 ) 。 小 牛 胸 腺 DNA (上 海牛 奶 公 司 ) o BERNA {上 海 生 化 所 附属 东风 试剂 
厂 ) 。 细 胞 色素 C (上 海 生 化 所 附属 东风 试剂 厂 ) 。 胰 岛 素 〈 上 海 生 化 所 ) - 

2. 动 物 ， 

雄性 大 白鼠 。 体 重 250 克 左右 。 实 验 前 饥 猎 过 夜 。 

3. AA BA HE, iil A 

我 们 参考 Schttz 法 并 加 以 改进 。 操 作 如 下 ， 

杀 有 局、 放血 、 取 肝 。 肝 经 绞 肉 机 绞 碎 ， 吉 5 PRA (0.2517 — 5 ma MgCl, 
—10m MM Tris + HCl rh yRpHs.0—o.imAs PMSF) , WATefr nk RRORRBOR, 2 
二 层 尼龙 布 过 滤 ， 滤 液 经 1000x s 离心 10 分 钟 ， 沉 淀 悬 浮 于 溶液 B (2.2M ER omy 
MgCl 一 10m1 Tris « HCl yh 38 pH8.0—o.1mAf PMSF), ERR AERE .7— 
1.8 寻 ， 在 离心 管 底 部 垫 溶液 B 45 毫升 ， 上层 加 45 毫 升 藤 糖 样品 液 ， 置 冰 浴 充 分 冷却 ， 
在 MSE 75Sw 23.5 转 头 中 平衡 温度 ，55000 x 8 《有 平均》 离心 50 分 钟 。 沉 淀 用 蓉 液 A 你 
速 离心 洗 泊 一 次 得 纯 核 ， 置 - 20"C 以 下 贮存 。 使 用 前 再 经 合 1 %Triton x 一 100 深 液 A 洗 
洪 一 次 。 整 个 制作 过程 在 冰 浴 中 进行 。 

4. 染 色 质 分 离 ， 

采用 Reeder 法 。 将 核 于 20 售 体积 12.5% H— 1 mM Yris > HCl 2 yp WK pH6.5— 
0,1mM EDTA#®H—0.1mAf PMSF—0.5mM DTT), EKARA IKERKE, 20000 
x 8 离心 30 分 钟 ， 沉 淀 为 染色 质 。 

5. 染 色 质 蛋白 的 分 部 ， 

按 Chiun 法 进行 。 简 述 如 下 ， 

1.UP 一 染色 质 加 10 信 5 M 尿 素 一 50mM 磷 酸 钠 绥 冲 液 p 虽 7.6， 置 玉 浴 中 用 玻璃 勾 浆 
器 句 浆 后 ， 冷 室 搅 拌 介 离 2 小 时 ，20000 x g 离心 30 分 钟 。 上 清 液 为 UP， 对 水 透析 ， 再 
浓缩 至 1 一 2 R/S, MERR., Die Bo HS 时 尿素 一 50mM 磷 
酸 钠 缓冲 液 PH7.6 洗 涤 一 次 ， 沉 演 即 为 去 UP 一 染色 质 。 

2,NP-— 

方法 一 ， 再 AT 柱 层 析 分 离 ， 

HAP 采 用 Bennardi 法 制备 。 经 漂 选 后 装 柱 《li.5x8cm) ， 用 洗 脱 液 1〈2XM 
NaCl 一 5 MM 尿素 一 1 m M 克 酸 钠 缓冲 液 PH6.8) 平衡 过 夜 。 样 品 (将 去 up 一 染色 质 加 5 
倍 洗 脱 液 1 于 盐 冰 浴 中 经 CSP 一 14A 想 声波 发 生 器 CAWR) 处 理 1 一 1.5 分钟) 上 
柱 ， 其 上 柱 量 为 1004A:so/ 毫升 HAP。 渡 速 为 20 毫 升 / 小 时 。 经 洗 腊 液 1 充分 和 洗 脱 后 ， 依 
次 换 用 下 列 缓冲 液 进行 分 部 洗 脱 ， 洗 脱 液 2 C2 M Ci a a REH BE RAR 
冲 液 PH6.8) , BERKS (2M NaCl~5 M 尿 素 一 100m MRi phe.) 。 洗 





Hla 
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脱 液 4 (2 M NaCl— 5 MIR—200m MRR WA RE PHG.8), PER 5 (2 M NaCl 
5 MRK — 500m 7 BERR EP RHE .8) 。 

FE: MimkLliew BHT, 

FUP—H fa MPO 2 0.25 HCl， 搅拌 抽 握 20 分 钟 ， 沉淀 再 重复 抽 提 一 次 ， 
把 沉淀 悬浮 于 一 倍 体 积 TEM AR (0.1M Tris—o.01M EDTA 4#h—0.1M3 ZAM 
PH8.4) ， 如 一 倍 体 积 经 TEM 洲 液 饱 和 的 重 燕 酚 ， 冷 室 搅拌 过 夜 。 次 日 离心 分 层 ， 水 层 
再 加 一 悦 体 积 酚 经 室温 搅拌 20 分 钟 抽 担 一次， 离心 分 层 ， 合 并 2 次 酌 液 ， 置 透析 煞 分 步 
透析 ， 透 析 1 一 用 0.147 醋 酸 一 0.14M 琉 基 乙 醇 pH 为 2.94， 的 须 1000 毫 升 ， 室 温 透 析 5 
一 7 小 时 至 酷 体积 减 缩 到 五 分 之 一 或 更 小 恢 积 。 透 析 2 一 用 9 好 尿素 一 0.05M 栈 酸 一 
0.MMHBZ MPAA .36, AM20008F7, BRB, BH 3 一 用 8,6M 尿 素 一 
0.01M EDTA#—0.14M #H2ZB—O.1M Tris .HCI 缓冲 HR pH8.4， 约 须 2000 训 
升 ， 置 室温 透析 3 小 时 。 透 析 4 一 用 8 MRR—20mMHAAR— 3 mM LAMM 
Tris» HCI HRPHS.0, AMISH, 置 室 温 透 析 过 夜 。 经 水 透析 后 ， 再 浓缩 至 2 
一 3 By / Tt, FARA, 

5. 化 学 组 成 (DNA RNA- WAH) 之 测定 : 

参照 O'malkey 法 进行 。 测 定 样品 有 ， 纯 核 ( 先 经 0.1%SDS 溶 液 破 腊 ), 经 1 %Triten 
x 一 100 处 理 的 核 ' 染色 质 ，up， 去 up 一 染色 质心 ;以 及 HAP 柱 层 析 各 分 部 〈 须 经 水 透 
HEH) 。DNA 以 小 牛 胸腺 DNA 作 标准 , 按 二 沫 胺 法 测定 。RNA 以 酵母 tRNA 和 作 标 准 ， 
按 Orcin21 法 测定 。 总 蛋白 以 结 驴 牛 血清 和 白 蛋 和 白 作 标 准 ， 按 Lowry 法 测定 。 

7 ,三 种 非 核 酶 活力 的 测定 ， 

1. 5 -BERKEM E, Michek, 

2. 还 原型 辅酶 RAREN, wallachi, 

3. 正 珀 酸 脱 毛 酶 测定 ， 按 汪 静 英法 。 

8. 电 镜 ， 

纯 核 经 固定 脱水 后 用 Epon 包 埋 、 切 片 。 用 柠 榜 柄 铅 和 铀 醋酸 双重 染色 ， 在 Hul1 型 
电子 显微镜 上 观察 。 

9, 核 转录 活力 的 测定 ， 

按 黄道 培 等 的 方法 测定 ， 结 果 另 文 发 表 。 

10, 双 向 丙烯 酰胺 北 胶 电泳 法 ， 

参照 O'Farrell 法 进行 。 

第 一 一 相 为 不 连续 pH 境 度 电泳 辕 柱 形 活 胶 管 13x 00 acm, BERR HEA 5 Y. M 
载体 电介质 pH 3 ~103590.4%, PHS 一 7 为 1.6%。 样 品 最 为 1 毫克 / 管 。 电 泳 在 冷 室 中 
F. Bakik TAAI: 200A, 1548k, 3004, 304gr, 400k, 122i, 500$, 1 
小 时 。 

第 二 相 为 5SDS 电 泳 一 一 凝 胶 板 大 小 为 16.5x 16,5cm， BERS BFIQ0.2cm, 4) BERK 
ENLA., PES RE 4%, 电泳 在 室温 中 进行 。25 毫 安 / 胶 板 ， 电 沪 20 分钟 后 电流 
调 至 20 毫 安 / 胺 板 。 用 0.1% 考 马 斯 亮 兰 Ryo 染色 ，。 

11,P 晶 梯度 测定 ， 
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BiRLiowd:, HARRE (O.5cem/ Bt), 分 别 漫 于 0.01M KCRW 
(MERKEA) 中 ， 淄 放 1 水 时 后 用 PHS 一 2 型 酸度 计 (上 海 第 二 分 析 仪 器 厂 产 )} 
测定 之 。 

12. 标 准 蛋 白 分 子 景 双 向 电泳 图 详 测 定 : 

方法 按 上 述 进行 。 标 准 蛋 和 白 为 牛 血清 白 蛋白 ， 分 子 量 为 68000。 细胞 色素 CC， 分 子 
重 为 12000。 且 和 岛 素 ， 分 子 量 为 5700。 


结果 与 讨论 


1. 细 胞 核 的 纯化 ， 

为 了 提高 细胞 核 的 产 率 ， 除 了 超 离 心 时 上 上 扇 的 功 糖 密度 必须 大 于 1.7M 外 ， 作者 还 
对 离心 温度 及 离心 方式 进行 试验 ， 如 表 1 所 示 。 当 离心 转 头 与 样品 温度 在 4 "C 下 达 平 街 
后 ， 收 率 可 提高 一 人 入， 与 文献 报导 相符 。 若 离 心 时 以 速度 梯级 加 速 (13000 x 8 离心 5 
分 钟 ， 加 速 到 28000 x g 离心 5 分 钟 ， 再 加 速 到 55000x 5 离心 50 分 钟 ) 要 比 正常 加 速 收 
率 提高 约 14%。 按 本 法 制备 的 细胞 核 产 率 约 为 组 织 湿 重 的 5 %。 











aa 不 同 超 离心 情况 对 大 鼠 肝 细胞 核 产 率 的 影响 
mR w 加 速 J 式 
条 # 转 闷 与 样品 不 平 衔 转 头 与 样品 平 街 E% ma 速度 梯级 加 速 
产 % * 2.2 45 4.3 4.9 
ff x" 1 2.05 1 1.14 
4# ”三 次 实 狂 平均 歼 
2. 细 胞 核 纯度 鉴定 ， 


按 本 法 制备 的 细胞 核 不 仅 纯度 较 好 ， 产 率 较 高 并 具有 转录 活力 。 表 明 核 结构 在 纯化 
过 程 中 未 遭 破 坏 。 基 纯度 鉴定 如 下 ，《1) 经 相差 显微镜 观察 ， 其 中 杂质 较 少 〈 见 图 
1). (2) 纯 核 用 电镜 观察 ， 可 见 核 膜 上 较 少 有 内 质 网 污染 〔〈 见 图 2a)。 Triton x— 
100 处 理 后 就 更 显得 干净 了 《 见 图 2b)。( 3 ) 通过 三 种 非 核 酶 的 活力 测定 { 见 表 2 》。 
即 5' 一 核 苷 酸 醇 ,还 原型 辅酶 I 脱 氢 酶 及 琥珀 酸 脱 氢 酶 .从 上 述 这 些 栈 测定 结果 证 明了 在 
纯化 的 细胞 核 中 这 些 非 核 酶 的 活力 大 大 降低 了 。 





表 2 大 卢 肝 纯 核 与 肝 匀 次 的 几 种 酶 活力 测定 
5 Ht $F R EAR TR Be i AG A e 
H 核 0.02 0.01 0.02 
FIZ 1 1 1 





( 4 ) 二 种 纯 核 的 内 源 转录 活力 的 测定 〈 见 表 3 ) 。 由 表 3 可 见 ， 纯 核 在 25°C 下 保 
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温 1 小 时 后 ， 内 源 转 录 活 力 较 对 照 提 高 了 10 人 入， 和 且 受 放 线 菌 素 DD 所 搞 制 。 同 时 转录 产物 
对 RNAaseA 是 敏感 的 。 


t: 

#3 大 鼠 肝 纯 核 转录 活力 的 测定 
` 总 脉冲 数 /分 $ 入 M 

零 分 3393 
80 4 33805 30412 | 100! 
加 RNAaseA 4609 1216 a0" 
Ink & BID 8837 5444 | 17.9 





3. 对 核 、 用 1 %TritonX 一 100 处 理 的 核 、 染色 质 、UP， 去 UP 一 染色 质 (UC) 作 
了 DNA、RNA 蛋 自 比 率 之 测定 ， 结 果 《 见 表 4) 如 下 ， 





表 4 RMU REL ERR (UP UC) 的 化 学 组 成 
DNA RNA 45) 
H 1 % TritonX—-10 0b EH 1 0.1 l 2.6 
RAM 1 0.1 l 2.5 
$44 RE A CUP) d OT . 6 一 14 
去 UP 一 巢 色 质 (UC) 1 0.01 | 1.3—1.7 





用 1 %TritonX 一 100 处 理 的 楼 ， 因 除去 了 残留 在 核 腊 上 的 内 质 网 ， 合 RNA 含量 比 未 
经 TritonX 一 100 处 理 为 峰 。 因 此 ， 用 1 只 TritonXX 一 100 处 理 的 核 比 未 经 TritonX 一 100 处 
理 的 核 纯 ，. 胞 质 污染 更 少 。 up 中 RNA 含 量 较 其 它 分 部 高 ，. 但 DNA 所 卢比 例 不 高 ， 因 此 
可 以 直接 用 作 双 向 凝 胶 电 泳 分 析 的 样品 。 RUE RER (UC), RARER (HP), 
NP 外 还 含有 大 量 的 DNA 和 微量 的 RNA。 

4. 去 UP 一 染色 (UC) 质 的 HAP 柱 各 分 部 的 党 处 豚 收 光谱 殿 DNA, RNA, EAI 
率 之 测定 ， 

从 图 4、5 MHS 中 可 见 去 UP 一 染色 质 (UC) 经 HAP 柱 分 部 得 到 5 个 洗 脱 峰 。 TER I 
峰 主 要 为 HP， 还 含有 微量 的 DNA 和 RNA。 洗 脱 工 峰 主要 为 NP,. 但 含有 不 少 DNAR 
量 RNA。 洗 赔 下 峰 除 NP 景 增加 外 ， 还 含有 一 些 DNA 和 RNA。 - 洗 脱 四 妖 仍 含有 少量 NE 
和 RNA， 主 要 组 份 为 DNA。 洗 脱 了 峰 为 DNA， 蛋 白 量 极 微 。 从 上 述 HAP 各 分 部 的 化 学 
组 成 测定 与 兹 外 取 收 光谱 测定 结果 是 相 一 致 的 。 由 上 可 和 抽 用 HAP、 桂 分 部 制 得 的 NP 量 少 
且 含 有 DNA。 ELR MRE EM AREND, Eea "EE i EE reak 3) 
析 用 。 
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Hs 太 识 了 肝 UP 一 染色 质 (UC) 的 HAP 层 析 
大 筷 肝 染色 质 UC 的 HAP 柱 嘻 析 在 自白 核酸 检测 似 上 的 自动 描 给 图谱 
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R6 大 限 用 去 UP 一 绿色 质 (UC) 从 HAP 柱 洗 脱 分 部 的 化 学 组 成 
# 4 x ~ DNA RNA zr 
% Ki. 2MNaCIf SM ures/imM PB pHs.8 1 0.2 ata 
% Re, 2MNaCI{5M urea/S0mM PB pHe.s 1 0.2 0.5 
w M3. 2MNaCi/5M urea/l0¢mM PB pHe.8 1 0.4 0.8 
© R. 2MNeCI/5M urtea/200mM PB pHé.3 1 Q.1 0.2 


we R5. 2 MNaCi/ $ M 


2a ‘a 


treajS00mM PB pHé.8 1 0-1 0.02 


os 
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5.UP 与 NP 的 双向 凝 胶 电 泳 图 谱 分 析 ， 

第 一 相等 电 点 凝 胶 电 访 其 p 也 梯度 为 4.6 一 7.6 ( 见 图 6 ) 。 标 准 蛋 白 分 子 量 电泳 图 谐 
{ 见 图 7〉。 按 本 法 制备 的 up 与 NP 其 分 子 量 范围 约 在 5700 一 68000 之 间 。 从 电泳 图 谱 观 
察 ， up SNPRBRRASER LARA, BChiviiw; UPPRARE A 44-47%, 
NP 占 染 色 质 蛋白 2 一 3 %， 与 本 实验 室 测定 结果 基本 相符 。 而 且 其 蛋白 组 份 也 大 不 相 
同 ，UP 约 有 二 百 以 上 组 份 ， NP 约 有 一 百 个 以 上 组 份 其 中 几 十 个 组 份 能 明显 观察 到 的 。 
UP 与 NP 分 子 量 主要 集中 在 5700 一 68000 之 间 ， 还 有 一 些 分 子 量 在 5700 以 下 的 。 





1 2 3 + 5 8 7 8 3 W 1 


tm ÄH e 


图 6 PH 梯度 之 测定 


从 上 述 观 察 结果 ， 作 者 认为 来 色 质 非 组 蛋 凡 还 食 有 网 种 多 肽 ， 它 们 与 基因 表达 究竟 


有 柯 关 系 ， 有 符 进 一 步 研 究 。 
感谢 沈 昭 文 先 生 、 沈 菊 英 、 程 宜 寿 *、 汪 静 英 、 唐 海 伦 、 庄 申 孟 等 同志 热情 帮助 。 
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TWO DIMENSIONAL GEL ELECTROPHORESIS 


Fan Jianying, Xu Yisheng, Wu Jun & Yang Ruikun 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Li Baoque, Zhong Jinliang & Huang Daopei 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


Nuclei were prepared from adult rat liver by a slightly modified ultracentri— 
fugation method, with a yield of about 5%. The quality of rat liver nuclei has 
been ascertained by observations with the phase contract microscope, electron 
microscope, transcriptional activity and estimations of enzyme activity, The 
chromatin of rat liver was fractionated by the method of hydroxyapatite (HAP) 
chromatography, The U. V. spectrum of each fraction was obtained individually, 
The chemical compositions of the nuclei, chromatin, Up (a group of nonhistone 
proteins binding DNA loosly}, deUp-chromatin and each fraction from HAP 
were determined, NP (a group of nonhistone proteins binding DNA tightly) were 
extracted from deUP-chromatin with phenol, UP and NP were analysed by two 


dimensional gel electrophoresis, 
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(Macaca mulatta) 
正常 血清 蛋白 的 
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5 电压 对 血清 蛋 
图 1 . 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 谱 。 ” 白 分 离 效 果 的 影响 。 | Tay 





